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RESUMEN 
Las gramíneas infectadas por hongos endófitos Epichloë contienen alcaloides tóxicos para el ganado 
(lolitrem B y ergovalina) y con actividad insecticida (peramina). En este trabajo se pretende conocer 
el potencial de la espectroscopía del infrarrojo cercano (NIRS) para la detección de los alcaloides 
lolitrem B, ergovalina y peramina en plantas de Lolium perenne. Para ello se consideró un grupo 
heterogéneo de plantas infectadas por Epichloë procedentes de pastos naturales y cultivares. Todos 
los espectros NIR registrados de las muestras se clasificaron según la presencia o ausencia de los 
alcaloides, que fueron analizados por métodos cromatográficos HPLC de referencia. Los datos 
espectrales fueron sometidos a diversos tratamientos matemáticos y transformaciones, de forma 
que se obtuvieron 20 ecuaciones discriminantes de calibración para cada alcaloide. En el proceso 
de validación las mejores ecuaciones discriminantes para la detección de micotoxinas clasificaron 
correctamente, el 87,5% de las plantas con lolitrem B, el 92,9 % de las plantas con ergovalina y el 
94,4% de las plantas con peramina. Estos resultados muestran que NIRS puede ser un método 
rápido y eficaz para la detección de alcaloides en plantas.
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SUMMARY 
Grasses infected by Epichloë fungal endophytes contain alkaloids that are toxic to mammals 
(lolitrem B and ergovaline) and have insecticide activity (peramine). In this study, we evaluated the 
use of NIRS for the detection of lolitrem B, ergovaline and peramine alkaloids in Lolium perenne
plants. A heterogeneous sample set composed of wild and cultivar plants was considered. All NIR 
spectra from the grass samples were classified according to the presence or absence of those three 
alkaloids, which were analyzed by chromatographic reference methods (HPLC). Several 
mathematical treatments and transformations were applied to the spectra, resulting in a total of 20 
discriminant equations for each alkaloid.  The best discriminant equations for detection of alkaloids 
correctly classified 87.5% of plants with lolitrem B, 92.9% of plants with ergovaline and 94.4% of 
plants with peramine. These results show that NIR spectroscopy is a suitable tool for the detection 
of alkaloids in ryegrass plant samples. 
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INTRODUCCIÓN
Los factores anti-calidad del forraje, que disminuyen la calidad nutricional del mismo, pueden 
ser de tipo estructural como la lignina o metabolitos secundarios como los alcaloides. Estos 
componentes anti-calidad pueden reducir la digestibilidad, la ingesta, o causar desordenes 
patológicos en los herbívoros. Los hongos endófitos Epichloë son responsables de la producción de 
varios alcaloides o micotoxinas en las gramíneas que infectan de forma asintomática (Schardl et al., 
2012). Las plantas de Lolium perenne L. (raigrás) infectadas por hongos Epichloë pueden producir 
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tres tipos de alcaloides: lolitrem B, neurotoxina causante de la modorra del raigrás; ergovalina, 
metabolito vasoconstrictor causante de la festucosis en ganado vacuno; y peramina, alcaloide de 
actividad insecticida (Young et al., 2013).  
Debido al efecto tóxico de lolitrem B y ergovalina, la presencia de Epichloë en pastos ha causado 
graves pérdidas económicas en países como USA, Nueva Zelanda o Australia, donde hay grandes 
extensiones de monocultivos de festuca alta (Schedonorus arundinaceus) y raigrás (Young et al., 
2013). Así, en los sistemas de pastoreo, las estrategias actuales para la mejora de gramíneas 
forrajeras están dirigidas a la utilización de endófitos que mantengan las propiedades insecticidas a 
la vez que se pueda minimizar el impacto negativo de los alcaloides tóxicos para ganado. En estos 
programas de mejora se trabaja con un elevado número de muestras que requieren el análisis 
químico de metabolitos mediante procedimientos cromatográficos complejos. La espectroscopía 
del infrarrojo cercano (NIRS) es una técnica rápida y precisa que no requiere de reactivos químicos. 
Hoy en día puede ser considerada como una técnica de rutina en el análisis de fibra, cenizas, 
proteína y contenido mineral en forrajes (Stuth et al., 2003). El objetivo de este trabajo fue evaluar 
el potencial de NIRS para el análisis cualitativo de los alcaloides de origen fúngico lolitrem B, 
ergovalina y peramina. 
MATERIAL Y MÉTODOS
Material vegetal 
Se disponía de una colección de 124 muestras de plantas de Lolium perenne, recogidas en pastos 
naturales de seis poblaciones en las provincias de Salamanca, Zamora y León (n= 87), y de cultivares 
comerciales (n= 37), infectadas por hongos endófitos Epichloë (Soto-Barajas et al., 2014). Las plantas 
se trasplantaron a una finca experimental en Salamanca (poblaciones silvestres) o bien se 
mantuvieron en macetas en un jaulón con malla de 0,5 cm en las dependencias del IRNASA 
(cultivares).  Las plantas se muestrearon en mayo de 2014 (en fase de floración) cortando toda la 
biomasa aérea a 5 cm del suelo, se liofilizaron y se molieron.
Análisis químico de alcaloides (método de referencia)
En cada una de las muestras vegetales se analizaron los tres alcaloides mediante cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC) utilizando un módulo Waters 2596, con detector de fluorescencia 
(Waters 4570) y detector PDA (Waters 996): lolitrem B, mediante el método de Gallagher et al. 
(1985) utilizando una columna de silica Waters Spherisorb (250 x 4,6 mm; 5 µm); ergovalina 
siguiendo el método de Yue et al. (2000) usando una columna C18 Agilent Poroshell (150 x 4,6 mm; 
2,7 µm) y el alcaloide peramina mediante el procedimiento descrito por Barker et al. (1993) 
utilizando una columna Nova Pack C18 (150 x 3,9 mm; 4 µm).
Espectroscopía NIR
Las muestras molidas se escanearon en un equipo NIRSystem 6500 (FOSS Analytical), 
registrándose los espectros cada 2 nm entre 400 y 2498 nm, como log 1/R (R= intensidad de la 
reflectancia a cada longitud de onda). Los espectros registrados se dividieron al azar en dos grupos, 
uno utilizado para la calibración del modelo (75% de las muestras) y otro para una validación externa 
(25% de las muestras).  
Los datos espectrales fueron sometidos a varios tratamientos matemáticos: promedio de 
espectros,  variación normal estándar (SNV), corrección de la tendencia (DT) y la combinación 
SNV+DT (m). Además, se utilizaron transformaciones para disminuir el efecto de la línea base: 
smoothing, gaps y derivadas (1D y 2D). La notación de estas transformaciones se indica con cuatro 
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dígitos que detallan el orden de la derivada, el número de puntos a promediar a la derecha y a la 
izquierda, y el número de orden del polinomio  (Naes et al., 2002). Por ejemplo (1,4,4,1), indica que 
se trata de la primera derivada, con cuatro puntos a promediar a la derecha y a la izquierda, y un 
polinomio de primer orden. La combinación de los tratamientos matemáticos y las 
transformaciones dio lugar a 20 modelos a evaluar para cada parámetro, de los cuales se 
seleccionaron los mejores según los criterios que se indican más adelante.
En cada uno de los modelos desarrollados, se realizó una inspección preliminar de los datos 
mediante un análisis de componente principales (PCA), que permite detectar posibles muestras 
atípicas (outliers ). El modelo cualitativo discriminante utilizado se basa en un conocimiento a priori
de la categoría de cada muestra. Se utilizó un algoritmo discriminante conocido como X Residuals, 
que se aplica mediante PCA.  La información espectral NIR de las muestras se usa para definir las 
ecuaciones discriminantes para detectar la presencia o ausencia de cada alcaloide en las muestras 
de L. perenne: lolitrem B (LTM+ o LTM-), ergovalina (ERG+ o ERG-) y peramina (PER+ o PER-). Una 
vez que se han obtenido los modelos discriminantes, el error se estima calculando el porcentaje de 
muestras clasificadas correctamente y de forma errónea. En este caso, un falso-positivo es una 
muestra sin el alcaloide analizado que ha sido clasificada por el modelo como que tiene dicho 
compuesto, y un falso-negativo ocurre cuando en una muestra el metabolito está presente pero el 
modelo la clasifica como que no lo tiene. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En las plantas de L. perenne infectadas por Epichloë se detectó lolitrem B en 64 muestras, 
ergovalina en 53 y peramina en 76 muestras, en las concentraciones que se indican en la Tabla 1, 
analizadas por métodos HPLC de referencia. 
Tabla 1. Concentración de los alcaloides lolitrem B, ergovalina y peramina en plantas de Lolium perenne, analizados 
por métodos cromatográficos HPLC de referencia.
Calibración Validación
  LTM+ LTM- LTM+ LTM- 
Lolitrem B N 48 37 16 14 
(mg/kg) Rango 0,47-6,74 0 0,46-2,61 0 
 Media 1,33 0 1,27 0 
Desviación estándar 1,13  0,62  
  ERG+ ERG- ERG+ ERG- 
Ergovalina N 39 50 14 16 
(mg/kg) Rango 0,02-2,11 0 0,19-1,55 0 
 Media 0,74 0 0,61 0 
Desviación estándar 0,58  0,39  
  PER+ PER- PER+ PER- 
Peramina N 56 36 20 12 
(mg/kg) Rango 2,16-24,00 0 2,73-22,00 0 
 Media 6,96 0 7,45 0 
Desviación estándar 5,83  6,70  
N= número de muestras;  LTM+= planta con lolitrem B; LTM-= planta sin lolitrem B; ERG+= planta con ergovalina; ERG-
= planta sin ergovalina; PER+= planta con peramina; PER-= planta sin peramina.  
Todos los modelos discriminantes obtenidos para la detección de alcaloides (20 para cada 
metabolito) tuvieron una buena exactitud, ya que los porcentajes de clasificación correcta fueron 
en todos los casos superiores al 85%. 
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De los 20 modelos discriminantes desarrollados para la identificación de plantas con o sin 
peramina, el modelo seleccionado fue el de mayor porcentaje de clasificación correcta en el proceso 
de validación (89,3%), y se obtuvo con una transformación usando el tratamiento s0, SNV (0,0,1,1), 
con ocho componentes principales que explican el 99,99% de la variabilidad espectral (Tabla 2). Este 
modelo clasifica de forma errónea el 20% de las plantas PER- (falsos positivos), sin embargo es el 
que tuvo el porcentaje más bajo de falsos negativos (1,4%). Las muestras clasificadas de forma 
errónea como PER- fueron de diferentes orígenes (silvestre y cultivares). La única muestra PER+ 
clasificada como PER- tenía una de las concentraciones más bajas detectadas( 3,88 mg/kg).
El mejor modelo discriminante para la detección de lolitrem B en muestras de raigrás fue
obtenido usando el tratamiento matemático m1, SNV+DT (1,4,4,1), con transformación de primera 
derivada (Tabla 2). Este modelo identificó correctamente todas las muestras en el proceso de 
calibración. En el proceso de validación fueron clasificadas correctamente el 87,5% de las muestras 
LTM+, pero solo el 50% de las LTM-. Las muestras LTM- mal clasificadas eran de distintas 
procedencias y las dos muestras LTB+ con clasificación errónea tenían concentraciones de 0,74 
mg/kg y 1,49 mg/kg.  
Tabla 2. Resultados del análisis discriminante para la detección de lolitrem B, ergovalina y peramina en muestras de 
Lolium perenne. De los 20 modelos discrimantes desarrollados para cada parámetro, se muestran los mejores en cada 
caso.  
Variab. Muestras clasificadas correctamente (%)§ Muestras mal clasificadas (%)§
PC explicada Calibración Validación Total 
Trata¶ (n) (%) ALK- ALK+ Total ALK- ALK+ Total ALK- ALK+
Lolitrem B m1 14 99,86 100 100 100 50,0 87,5 71,4 14,6 3,1 
Ergovalina n4 16 99,82 100 100 100 62,5 92,9 76,7 9,4 1,9 
 d4 16 99,82 100 100 100 62,5 92,9 76,7 9,4 1,9 
Peramina s0 8 99,99 80,0 100 92,6 80,0 94,4 89,3 20,0 1,4 
ALK-= plantas sin detección del alcaloide; ALK+= plantas con detección del alcaloide.
§Porcentajes calculados sin outliers espectrales. ¶Transformación del espectro NIR: n= no scattering; s= variación 
normal estándar (SNV); d= corrección de la tendencia (DT); m= SNV + DT. El ajuste smoothing, intervalos y derivadas 
se indican en el número, en este casos: 0= (0,0,1,1); 1= (1,4,4,1); 2= (2,4,4,1), 3= (2,10,10,1); and, 4= (2,8,6,1).
Para la identificación de ergovalina, en dos de los modelos discriminantes desarrollados ellos se 
obtuvieron los mismos parámetros óptimos para la identificación de dicho alcaloide (Tabla 2). En 
estos casos es recomendable elegir el modelo en el que el espectro original haya tenido menos 
transformaciones, así el modelo seleccionado fue n4, espectro en bruto sin corrección de la 
dispersión y transformación de la segunda derivada (2,4,4,1). Este modelo clasificó correctamente 
todas las muestras de la calibración y del proceso de validación un 92,9% de las muestras con 
ergovalina y un 62,5% de las muestras ERG-. La concentración de la muestras ERG+ clasificada como 
ERG- fue de 0,48 mg/kg en el rango más bajo de concentraciones detectadas. 
Este es el primer trabajo publicado sobre la aplicación de NIRS para la identificación o 
discriminación de plantas de gramíneas silvestres que contienen alcaloides fúngicos producidos por 
Epichloë. Hasta la fecha solo se habían publicado un par de trabajos sobre la cuantificación de 
ergovalina en plantas de festuca alta que considera solo cultivares, no plantas silvestres (Roberts et 
al., 1997, 2005).  
Nuestros resultados muestran que la exactitud de los modelos discriminantes NIR para la 
identificación de muestras con alcaloides (lolitrem B, ergovalina y peramina) son muy aceptables. 
75 
En el proceso de validación y para todos los tratamientos matemáticos, las diferencias espectrales 
fueron mayores en las muestras con alcaloides (LTM+, ERG+ PER+) que en aquellas sin alcaloides 
(LTM-, ERG-, PER-), lo que implica que los modelos discriminantes NIR identifican mejor las muestras 
que contienen alcaloides que las que no tienen. Teniendo en cuenta la toxicidad de los alcaloides 
para el ganado, el problema sería plantas con alcaloides fuesen pero clasificadas como ALK-, ya que 
entonces se identificarían como no tóxicas plantas que pueden serlo. En este caso solo un 3,1% de 
lolitrem B y 1,9% de ergovalina son mal clasificadas como falsos negativos. Los mayores errores se 
producen al clasificar erróneamente algunas plantas como ALK+, lo que no supone un problema de 
riesgo de toxicidad.   
En los modelos desarrollados para los tres alcaloides, las muestras ALK- clasificadas como ALK+ 
fueron de distintos orígenes (tanto de plantas silvestres como cultivares), y las muestras ALK+ 
clasificadas como ALK- (falsos negativos) eran muestras con concentraciones bajas en el 
correspondiente alcaloide. 
CONCLUSIONES 
Considerando que las gramíneas infectadas por Epichloë pueden contener o no los alcaloides 
analizados y dada la variabilidad de perfiles en las plantas, la técnica NIRS puede ser una 
herramienta muy útil para la detección de plantas de L. perenne con alcaloides fúngicos, de especial 
interés en estudios de mejora en los que haya que analizar una gran cantidad de muestras. El 
método se podría mejorar incluyendo otras especies de gramíneas.
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